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บทคัดย่อ
 แอนโทไซยานินเป็นสารให้สีที่พบในธรรมชาติแบ่งได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ นอนอะซิเลตเทต 
แอนโทไซยานิน (Non acylated anthocyanin) และอะซิเลตเทต แอนโทไซยานิน (Acylated anthocyanin) 
โครงสร้างของแอนโทไซยานิน ประกอบด้วย แอนโทไซยานิดิน น้ำาตาล และ/หรือ กรด ตัวทำาละลายที่ใช้ใน 
การสกัดแอนโทไซยานิน ได้แก่ น้ำา เอทานอล เมทานอล และอะซีโตน วิธีการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง (Solid 
Phase Extraction) เปน็วธิทีีน่ยิมใชใ้นการทำาใหแ้อนโทไซยานนิบริสทุธิ ์การวเิคราะหป์ริมาณแอนโทไซยานนิ
สามารถแบ่งเป็น 2 แบบ คือ การวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด เช่น วิธีพีเอช-ดิฟเฟอเรนเชียล 
(pH-Differential) ด้วยสเปคโตรมิเตอร์ และการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของแอนโทไซยานิน โดยใช้เครื่อง
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography) การย่อยด้วยกรด 
และการย่อยด้วยด่างหรือการใช้แมสสเปคโตรมิเตอร์เป็นเทคนิคที่ใช้ร่วมกับเครื่อง HPLC เพื่อการวิเคราะห์
แอนโทไซยานินที่ไม่ทราบชนิด
คำาสำาคัญ:	แอนโทไซยานิน วิธีวิธีพีเอช-ดิฟเฟอเรนเชียล การย่อยด้วยกรด การย่อยด้วยด่าง
Abstract
 Anthocyanin is a colorant found in nature. It is divided into Non acylated anthocyanin 
and acylated anthocyanin. The structure of anthocyanin is composed of anthocyanidin sugar and/
or acid. The solvents used for anthocyanin extraction are water, ethanol, methanol, and acetone. 
Solid phase extraction is popularly used for anthocyanin purification. The analysis method of 
anthocyanin can be categorized into the quantification method of total anthocyanin such as a 
pH-Differential method using Spectrometer and the quantification and qualification method of 
anthocyanin using High Performance Liquid Chromatography. Acid hydrolysis and alkaline 
hydrolysis or mass spectrometer are techniques used with HPLC for analyzing unknown anthocyanin.
Keywords: Anthocyanin, pH-Differential method, Acid hydrolysis, Alkaline hydrolysis
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บทนำา
  แอนโทไซยานินเป็นรงควัตถุที่พบในพืช 







disease) โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน [1-2] เป็นต้น 
Ghiselle และคณะ [3] รายงานถงึประสทิธภิาพของ
แอนโทไซยานินในไวน์แดงมีประสิทธิภาพใน 




สารประกอบ 2 หรือ 3 ชนิด [4] ได้แก่
 ชนิดท่ี 1 คือ แอนโทไซยานิดิน หรืออะไกลโคน 
(Aglycone) โครงสร้างพ้ืนฐานของแอนโทไซยานิดิน
นั้น ประกอบด้วย คาร์บอน 6 อะตอม คาร์บอน 
3 อะตอม คาร์บอน 6 อะตอม (C-6-C-3-C-6) 
เชือ่มตอ่กนัดงัภาพที ่1 ซึง่แอนโธไซยานดินิทีพ่บมาก
ในปัจจุบันจะมีอยู่ 6 ชนิด คือ เพลาโกนิดิน (Pelar-
gonidin) ไซยานิดิน (Cyanidin) เดลฟินิดิน 
(Delphinidin) พีโอนิดิน (Peonidin) เพทุนิดิน 
(Petunidin) และมอลวิดิน (Malvidin) ซ่ึงจะแตกต่าง
กันตรงตำาแหน่ง 3′ หรือ 5′ ว่ามี หมู่ไฮดรอกซิล 























 ชนิดที่ 2 คือ น้ำาตาล ซึ่งน้ำาตาลจะเกิดพันธะ
กับคาร์บอน ตำาแหน่งที่ 3 หรือตำาแหน่งที่ 3 และ 5 
โดยน้ำาตาลที่เกิดพันธะได้ เช่น น้ำาตาลกลูโคส 
(Glucose) น้ำาตาลกาแลคโตศ (Galactose) น้ำาตาล
รูติโนส (Rutinose) น้ำาตาลแรมโนส (Rhamnose) 
เป็นต้น 
 และชนิดที่ 3 คือ กรด ซึ่งส่วนนี้อาจมีหรือ
ไม่มี ถ้าแอนโทไซยานินมีกรดเป็นองค์ประกอบ 
จะเรียกว่า นอนอะซิเลตเทต แอนโทไซยานิน (Non 
acylated anthocyanin) แต่ถ้าไม่มีกรดเป็น 
องค์ประกอบจะเรียกว่า อะซิเลตเทต แอนโทไซยานิน 
(Acylated anthocyanin) โดยกรดจะเกิดการ 
เอสเทอริฟิเคชั่น (Esterification) กับน้ำาตาลท่ีจับ
กับ Carbon ตำาแหน่งที่ 3 และ/หรือ ตำาแหน่งที่ 5 
กรดทีเ่กดิพนัธะเอสเทอร์กบัน้ำาตาล เชน่ กรดคมูาริก 
(Coumaric acid) กรดเฟอร์รูริก (Ferulic acid) 
กรดคาร์แฟอิก (Caffeic acid) เป็นต้น ซึ่งการเกิด 
เอซิเลชั่น (Acylation) ในโครงสร้างของแอนโท- 
ไซยานินจะทำาให้ตัวแอนโทไซยานินชนิดนั้นมีความ
คงตัวดีขึ้น 














สามารถใช้ตัวทำาละลาย เช่น เอทานอล เมทานอล 
และอะซีโตน [6] Metivier และคณะ [7] ทำาการ
สกัดเนื้อขององุ่นที่เหลือจากการคั้นน้ำาด้วยตัวทำา
ละลาย เอทานอล เมทานอล และน้ำา พบวา่เอทานอล
เปน็ตวัทำาละลายทีม่ปีระสทิธภิาพในการสกดัไดม้าก
ท่ีสุด ตามด้วยเอทานอล และน้ำา ทรงศิริ และคณะ [8] 
ทำาการสกัดเปลือกองุ่นโดยใช้ตัวทำาละลาย 3 ชนิด 
คือ น้ำา น้ำาร้อน และเอทานอลในอัตราส่วน 10% 20% 
50% และ 80% พบว่าเอทานอล 50% และ 80% 
สามารถสกัดแอนโทไซยานนิได้มากกว่าน้ำา ถงึ 3 เทา่ 
การใช้กรดร่วมกับตัวทำาละลาย เช่น น้ำา เอทานอล 
หรือเมทานอล เพื่อสกัดแอนโทไซยานินได้รับความ
นิยมอย่างแพร่หลาย [9-11] เน่ืองจากแอนโทไซยานิน 
มีความคงตัวสูงที่ pH ต่ำา เพราะอยู่ในรูปของ 
Flavylium cation กรดทีนิ่ยมใช้รว่มกับตวัทำาละลาย 
เช่น กรดไฮโดรคลอริก และกรดฟอร์มิก Revilla 






(Acylated anthocyanin) นอกจากนี้ Bakker และ 
Timberlake [13] พบว่า การใช้เมทานอลผสมกับ
กรดฟอร์มกิในอตัราสว่น 98:2 ทำาใหเ้กดิการยอ่ยของ
แอนโทไซยานินเช่นกัน 
 Chaovanalikit และ Wrolstad [14] ทำาการ
สกัดแอนโทไซยานินจากผลเชอร์รี่ด้วยอะซีโตน 
และคลอโรฟอร์ม โดยวิธีน้ีจะสามารถกำาจัดสารสกัดท่ี
ละลายในไขมัน (Lipophiliic) เช่น ไขมัน คลอโรฟิลล์ 




















(Solid Phase Extraction, SPE) เป็นวิธีการทำาให้
สารบริสุทธิ์ โดยใช้ของแข็งเป็นตัวจับสารที่สนใจ 
โดยของแข็งจะถูกบรรจุอยู่ในแท่ง SPE ของแข็งที่
เป็นตัวจับแอนโทไซยานินที่นิยม คือ C18 [17-18] 
แอนโทไซยานินจะจับกับของแข็งใน SPE ในขณะที่
น้ำาตาล และกรดจะไหลผ่าน SPE ถูกชะท้ิงไป 
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หลังจากน้ันนำา SPE มาชะด้วยตัวทำาละลายท่ีเหมาะสม 
เช่น เอทิลอะซีเตท ใช้ในการชะเอาสารประกอบ 
ฟีนอลลิก และเมทานอล เพื่อชะแอนโทไซยานิน 
ทั้งหมดออกจาก SPE [15] ซึ่งแอนโทไซยานินที่ได้
จากการทำาให้บริสุทธิ์มักจะถูกนำาไปวิเคราะห์ด้วย
เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High 









สามารถทำาได้หลายวิธี [18-21] เช่น การวัดค่า 
การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่หน่ึงๆ และวิธพีีเอช-




490-550 นาโนเมตร ซึง่จะหา่งจากสารฟนีอลกิอืน่ๆ 
ที่สามารถดูดกลืนได้ในช่วง 260-320 นาโนเมตร
ทำาให้สามารถวัดแอนโทไซยานินแยกจากสารฟีนอลิก 
อย่างไรก็ดีวิธีนี้มีข้อจำากัด คือ สารพวกเมลานอยดิน 
(Melanoidin) และสารอื่นๆ ที่ได้จากการสลายตัว











ภาพที่	2	อัลตราไวโอเลตวิสิเบิลสเปกตรัมของแอนโทไซยานินจากหัวแรดิช (Radish) ในสารละลายบัฟเฟอร์ 
pH 1.0 และ 4.5 [20]
 เม่ือนำาสารสกัดแอนโทไซยานินจากหัวแรดิช 
(Radish) ปรับ pH ให้เป็น 1 และนำาไปค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่นระหว่าง 260-700 นาโนเมตร 
พบว่า แอนโทไซยานินดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
ระหว่าง 460-560 นาโนเมตร และเมื่อปรับ pH 
ใหเ้ปน็ 4.5 การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ดงักลา่ว
หายไป เนื่องจากที่ pH 1 โครงสร้างของแอนโท- 
ไซยานนิจะอยูใ่นรูปออกโซเนยีม (Oxonium form) 
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ซ่ึงมีสี และที่ pH 4.5 โครงสร้างแอนโทไซยานิน 
จะอยู่ในรูปเฮมิคีทอล (Hemiketal form) ซึ่งไม่มีสี 
ดังภาพที่ 3 ในขณะที่ถ้าในตัวอย่างมีสารอื่นๆ ที่ 
ดูดกลืนแสงช่วงเดยีวกบัแอนโทไซยานนิ เมือ่เปลีย่น 
pH เป็น 4.5 ค่าการดูดกลืนแสงของสารอื่นๆ จะ 
เท่าเดิมในขณะที่ค่าการดูดกลืนแสงของแอนโท- 
ไซยานินจะหายไป 
ภาพที่	3 โครงสร้างของ แอนโทไซยานินที่ pH ต่างๆ [20]
 ดังนั้น การวัดด้วยวิธีนี้จะต้องวัดค่าการดูด
กลืนแสงของแอนโทไซยานินท่ีความยาวคล่ืนสูงสุดท่ี 
pH 1 และ 4.5 นำามาหักลบกันเพื่อกำาจัดการดูดกลืน
แสงจากสารอืน่ๆ ทีไ่มใ่ช่แอนโทไซยานนิ และการวดั
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร 
เพื่อหักลบค่าความขุ่นที่อาจเกิดข้ึน เพื่อให้ผลที่ได้ 
มีความถูกต้องและแม่นยำามากขึ้น เมื่อได้ค่าทั้งหมด
นำาไปหาปริมาณแอนโทไซยานิน ตามสมการที่ 1 
Monomeric anthocyanin (mg/liter) = (A # MW # DF # 1000)/(f # 1) 
โดยที่ A  = (Aλvis max – A700 )pH 1.0 - (A λvis max 
– A700 )pH 4.5
  = (ค่าการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น
สูงสุดของตัวอย่างท่ีใส่สารละลาย
บัฟเฟอร์ pH 1.0 – ค่าการดูดกลืน
ที่ความยาวคลื่นที่ 700 นาโนเมตร
ของตัวอย่างท่ีใส่สารละลายบัฟเฟอร์ 
pH 1.0) – (ค่าการดูดกลืนที่
ความยาวคลื่นสูงสุดของตัวอย่างที่




 MW = มวลโมเลกุล 
 DF  = Dilution factor (ถ้าใช้ตัวอย่าง 
0.2 มลิลลิติร เจอืจางดว้ยสารละลาย
บฟัเฟอร์จนมีปริมาตร เป็น 3 มลิล-ิ
ลิตร ใช้ค่า DF เท่ากับ 15)
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ละลายบัฟเฟอร์ pH 1.0 ซึ่งเท่ากับ 
26,900 M-1 cm-1 
 ข้อควรระวังของวิธีพีเอช-ดิฟเฟอเรนเชียล 
คือ ควรมีการตรวจสอบ pH ของสารละลายบฟัเฟอร์





pH ได้ จึงควรใช้ตัวอย่างไม่เกิน 20% ของปริมาตร
ทัง้หมด การวดัคา่การดดูกลนืแสงควรวดัหลงัเจอืจาง
ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ เป็นเวลา 15-60 นาที 
การทิง้ตวัอยา่งไวน้านเกนิไปจะทำาใหค้า่การดดูกลนื
แสงเพิ่มมากขึ้น ถ้าตัวอย่างเป็นแอนโทไซยานินที่มี
หมู่เอซิล (Acyl) เป็นจำานวนมาก (Highly acylated 
anthocyains) จะไม่ตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลง 
pH เหมือนกับ แอนโทไซยานินท่ีไม่มีหมู่เอซิล (Acyl) 




(High Performance Liquid Chromatography) 
ในตัวอย่าง 7 ชนิดพบว่า ปริมาณแอนโทไซยานิน 
ทัง้หมดทีว่ดัจากทัง้ 2 วธิ ีมคีวามสมัพนัธก์นั ดงัภาพ






แอนโทไซยานิน เช่น การวัดดัชนีของการเกิดสีน้ำาตาล 
(Browning index) การวัด Polymerized antho-
cyanin (Polymeric color หรือสีจากพอลิเมอร์) 
และเปอร์เซ็นต์ของสีจากพอลิเมอร์ (Percent poly-
meric color) [20] ซึ่งค่าทั้งหมดสามารถวิเคราะห์











 การวัด Polymerized anthocyanin และ
เปอรเ์ซ็นตข์องสขีองพอลเิมอร ์สามารถทำาไดโ้ดยนำา
ตัวอย่างไปวัดสีของพอลิเมอร์ (Polymeric color) 
และความหนาแน่นของสี (Color Density) อัตราส่วน
ระหว่างสีของพอลิเมอร์ต่อความหนาแน่นของสีท้ังหมด
คูณด้วย 100 จะเป็นค่าของเปอร์เซ็นต์สีจากพอลิเมอร์ 
ถ้าเปอร์เซ็นต็สีจากพอลิเมอร์มากแสดงว่าเกิดการ
สลายตัวมาก [20] 
 การวัดความหนาแน่นของสี (Color density) 
วัดโดยนำาตัวอย่างไปผสมกับน้ำาประมาณ 6.5% และ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด ที่ 420 
นาโนเมตร และ 700 นาโนเมตร นำาไปคำานวนตาม
สมการจะได้ค่าความหนาแน่นของสี [20]
Color density = ((A420nm – A700nm) + (Avis-max – A700nm)) # DF
โดยท่ี A420nm = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คลื่น 420 นาโนเมตร 
 A700nm = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คลื่น 700 นาโนเมตร
 A vis-max = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คลื่นสูงสุด
 DF  = Dilution factor ของตัวอย่าง
ถ้ามีการเจือจาง 
 การวัดสีของพอลิเมอร์ (Polymeric color) 
วัดโดยนำาตัวอย่างไปผสมกับสารละลาย ไบซัลไฟด์ 
(โพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต์ความเข้มข้น 20% 
(w/v)) ประมาณ 6.5% และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นสูงสุด ที่ 420 นาโนเมตร และ 700 
นาโนเมตรนำาไปคำานวนตามสมการจะได้ค่าสีของ 
พอลิเมอร์ 
Polymeric color = ((A420nm – A700nm) + (Avis-max – A700nm)) # DF
โดยท่ี  A420nm = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คลื่น 420 นาโนเมตร
 A700nm = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คลื่น 700 นาโนเมตร
 A vis-max = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คลื่นสูงสุด
 DF  = Dilution factor ของตัวอย่าง
ถ้ามีการเจือจาง 
Percent polymeric color = (Polymeric 
color/ Color density) # 100 
 ข้อควรระวังของวิธีนี้ คือ วิธีนี้เหมาะกับการ
วิเคราะห์น้ำาผลไม้ ซึ่งมี pH ประมาณ 3 ถ้าตัวอย่าง
เป็นกลางหรือด่างต้องมีการปรับให้เป็นกรดอ่อน 
ถ้าปรับเป็นกรดแก่จะทำาให้เกิดปฏิกิริยาย้อนกลับ
ของไบซัลไฟด์ ดังภาพท่ี 5 นอกจากนั้นการวัดค่า
การดูดกลืนแสงควรวัดหลังเติมน้ำาหรือสารละลาย
ไบซัลไฟด์ เป็นเวลา 15 ถึง 60 นาที การทิ้งตัวอย่าง
ไวน้านเกนิไปจะทำาใหค้า่การดดูกลนืแสงเพิม่มากขึน้
ภาพที่	5	การเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างแอนโทไซยานินกับไบซัลไฟด์ [20]





performance liquid chromatography, HPLC) 
เชื่อมต่อกับเครื่องตรวจจับสัญญาณต่างๆ เช่น 
เครื่อง Diode array และ เครื่อง MS [5, 17-18, 25] 
โดยคอลมันส์ว่นใหญ่ทีใ่ช้ในการวิเคราะห ์คือ คอลมัน ์
C18 ตัวทำาละลายที่ใช้พาตัวอย่างเข้าไปในคอลัมน์ 





แอนโทไซยานิน Durst และ Wrolstad [5] เสนอวิธี
ทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์ตวัอยา่งทีไ่มม่ ีนอนอะซเิลตเทต 
แอนโทไซยานิน และตัวอย่างท่ีมี อะซิเลตเทต แอนโท-
ไซยานิน สำาหรับตัวอย่างที่ไม่ทราบว่าเป็นแอนโท- 
ไซยานินชนิดใดนั้นจะต้องมีการใช้เทคนิคการย่อย
ด้วยกรด (Acid hydrolysis) และการย่อยด้วยด่าง 
(Alkaline hydrolysis) เพื่อช่วยในการวิเคราะห์ว่า
แอนโทไซยานินชนิดนั้น ประกอบด้วย แอนโธ- 
ไซยานิดิน น้ำาตาล และกรดชนิดใด Pazmino-Duran 
และคณะ [17] ใช้เทคนิคการย่อยด้วยกรดและด่าง
เพื่อวิเคราะห์ชนิดของแอนโทไซยานินในกลีบดอก
ของกล้วยพบว่า มีแอนโธไซยานิดิน 6 ชนิด ได้แก่ 
เพลาโกนิดิน (Pelargonidin) ไซยานิดิน (Cyanidin) 
เดลฟินิดิน (Delphinidin) พีโอนิดิน (Peonidin) 
เพทุนิดิน (Petunidin) และมอลวิดิน (Malvidin) 
และบางตัวเป็น อะซิเลตเทต แอนโทไซยานิน ที่มี






กรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 2 นอร์มัล ให้ความร้อน
ในอ่างน้ำาเดือดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที และทำาให้เย็นทันทีโดยใช้อ่างน้ำาแข็ง 
ทำาให้บริสุทธิ์โดยผ่านตัวดูดซับของแข็ง C18 (SPE-
C18) นำาไปวิเคราะห์หาชนิดของแอนโธไซยานิดิน
โดยใช้เครื่อง HPLC Durst และ Wrolstad [5] 
ทำาการพัฒนาวิธีวิเคราะห์แอนโธไซยานิดินโดยใช้
คอลัมน์ C18 และ รายงานลำาดับของแอนโธไซยานิดิน 
ที่ผ่านคอลัมน์มีดังนี้ เดลฟินิดิน (Delphinidin) 
ไซยานดินิ (Cyanidin) เพทนุดินิ (Petunidin) เพลา
โกนิดิน (Pelargonidin) พีโอนิดิน (Peonidin) และ
มอลวิดิน (Malvidin) ตามลำาดับ 
 การย่อยด้วยด่าง จะทำาให้ทราบว่าแอนโท- 
ไซยานินชนิดนั้นเป็นนอนอะซิเลตเทต แอนโท- 




นำาไปวเิคราะหห์าชนดิของกรดไดด้ว้ย เคร่ือง HPLC 
การย่อยด้วยด่างทำาได้โดยเติมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์
ความเข้มข้น 10% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 
ที่มืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้น
เติมกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 2 นอร์มัล
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อปรับให้เกิดภาวะสมดุลของ
สารละลาย หลังจากน้ันทำาให้บริสุทธ์ิโดยผ่านตัวดูดซับ
ของแข็ง C18 (SPE-C18) นำาไปวิเคราะห์โดยใช้








มวลโมเลกุล [17, 25-27] De Rosso และคณะ [26] 
วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) ปีที่ 3 ฉบับที่ 6 กรกฎาคม-ธันวาคม 2554
34
ใช้เครื่อง HPLC เชื่อมต่อกับ Photo diode array 
และแมสสเปคโตรมิเตอร์ สองเครื่องในการวิเคราะห์









มวลโมเลกุลเท่ากับ 595 m/z และเมื่อผ่านแมส 
สเปคโตรมิเตอร์ ตัวที่ 2 จะได้มวลโมเลกุล เท่ากับ 
449 และ 287 ซึ่งคือ มวลโมเลกุลของไซยานิดินที่มี
น้ำาตาลโมเลกุลเดี่ยวเกาะอยู่ (Cyanidin mono- 




ไซยานิดิน น้ำาตาล และหรือกรด การสกัดแอนโท- 
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